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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder elngeraichten Unterlagen antnommen 

Verfahren zum Nachweis von Analyten in einer MeBprobe sowie MeBtrager hierfur 

Es wird em Verfahren zum Nachweis von Analyten in 
einer Me ft probe vorgeschlagen, bei dem auf einem schei- 
benformigen Substrat (3) auf einer seiner Flachseiten 
analytspezifische Binder (15) in einer Vielzahl von Nach- 
weisfeldern (5, 7) immobilisiert werden, sodann die MeR- 
probe in Kontakt mit den Nachweisfeldern (5, 7) gebracht 
wird und anschlieSend das Vorhandensein oder/und die 
Menge der nachzuweisenden Analyten (17) durch opti- 
sche Auswertung der Nachweisfelder (5, 7) ermittelt wird. 
ErfindungsgemalS wird ein aus einem optisch transparen- 
ten Material gefertigtes Substrat (3) verwendet, wobei die 
Nachweisfelder (5, 7) langs mindestens einer Spirallinie 
(27) verteilt auf dem Substrat (3) angeordnet werden. 
Nach Inkontaktbringung der Meftprobe mit den Nach- 
weisfeldern (5, 7) wird das Substrat (3) auf seiner die 
Nachweisfelder (5, 7) tragenden Flachseite flachig mit ei- 
ner Reflexionsschicht (21) versehen. Alternativ ist statt 
der optischen Auslesung auch eine magnetische Ausle- 
sung des Substrats denkbar. 
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Beschreibung 

Die Erfindung befaBt sich mit dem Nachweis von Analy- 
ten in einer Mefiprobe. Als Analyten kommen beispiels- 
weise Proteine, Peptide, Nukleinsauren und deren Derivate 5 
sowie Molekttle, die an diesen binden konnen, in Frage. 

Als Mefiprobe kommt jede Probe in Frage, von der ver- 
mutet wind, daB sie mindestens einen Teil der gesuchten 
Analyten enthalL Es kann sich dabei z. B. urn eine Blut- 
probe, eine Serumprobe oder/und eine Urinprobe handeln, to 
oder allgemein um jede Losung, die den gesuchten Analyten 
enthalt. 

Zum Nachweis von Analyten in einer Mefiprobe ist der 
Einsatz sogenannter Bindungsassays bekannL Bei soichen 
Bindungsassays werden im allgemeinen Analyten durch 15 
ihre spezifische Wechselwirkung mit Rezeptoren nachge- 
wiesen. Beispiele fur solche Wechselwirkungen sind Pro- 
tein/Protein-Wechselwirkungen, die beispielsweise wah- 
rend der Genexpression auftreten, Enzym/Substrat- oder 
Enzym/Effektor-Wechselwirkungen, die im Stoflwechsel 20 
auftreten, oder Protein/DNA- oder Protein/RNA- Wechsel- 
wirkungen wahrend der Genexpression. Ein systematisches 
Verstandnis dieser molekularen Wechselwirkungen ist eine 
Grundvoraussetzung fur das Verstandnis aller biologischen 
Vorgange sowohl in normalen als auch in erkrankten Zellen. 25 

Weiterhin konnen mit Bindungsassays auch Nukleinsau- 
ren nachgewiesen werden. DNA/DNA- Wechselwirkungen 
spielen eine Hauptrolle in der Molekularbiologie, insbeson- 
dere bei der Identifizierung von Genen und bei Strategien 
zur Kartierung von DNA, beim Nachweis und der Quantifi- 30 
zierung der Genexpression sowie bei der molekularen Dia- 
gnose oder Therapie von Erkrankungen. In Frage kommen 
selbstverstandUich auch DNA/RNA- und RNA/RNA- Wech- 
selwirkungen. 

Aufgrund der grofien Anzahi von Genen, Proteinen, che- 35 
mischen Effektoren oder RNA-Aptameren erfordertein Ver- 
stehen oder Eingreifen in biochemische Prozesse haufig die 
Erkennung, Quantifizierung oder Klassifizierung einer Viel- 
zahl von molekularen Wechselwirkungen oder die Identifi- 
zierung von wirksamen Wechselwirkungspartnem aus einer 40 
grofien Anzahi von moglichen Kombinationen. Das Scree- 
ning und Analysieren einer grofien Anzahi von molekularen 
Wechselwirkungen ist bei den im Stand der Technik bekann- 
ten Verfahren jedoch haufig begrenzt, 

Mefiproben sollen oftmals auf eine Vielzahl von Analyten 45 
hin untersucht werden. Dabei ergibt sich das Problem, daB 
bei der Auswertung groBe Datenmengen anf alien. Um in der 
Praxis erfolgreich zu bestehen, muB die Auswertung jedoch 
in vertretbarer Zeit moglich sein. Bekannte Analysesysteme 
haben sich hier als nur bedingt zufriedenstellend erwiesen. 50 

Aus einem Artikel "Metal Nano Clusters as Transducers 
for Bioaffinity Interactions" von Thomas Schalkhammer in 
Monatshefte fur Chemie 000,1-26, Springer-Veriag 1998, 
Seiten 1-26, ist ein Sensoraufbau fur biorekognitive Bin- 
dungsvorgange und katalytisch-enzymatische Prozesse be- 55 
kannt, bei dem auf einem Polycarbonat-Substrat eine Spie- 
gelschicht aus Silber und dariiber eine Abstandsschicht aus 
einem Polymermaterial angeordnet sind. Die Abstands- 
schicht dient ihrerseits als Trager fiir die darauf immobili- 
sierten Binder. Die Auswertung erfolgt mit Hilfe von Me- 60 
tall-Clustem, mit denen die nachzuweisenden Analyten 
markiert werden und die in elektromagnetische Wechselwir- 
kung mit der metallischen Spiegelschicht treten. In Sensor- 
bereichen starker Uberdeckung mit gebundenen Metall-Clu- 
stern wird Licht, das von der dem Polycarbonat-Substrat ab- 65 
gewandten Seite der Spiegelschicht her eingestrahlt wird, 
starker absorbiert als in Uberdeckungsfreien oder schwacher 
tiberdeckten Sensorbereichen, was die optische Auslesung 
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des Sensors uber Absorptionsmessungen ermOglicht. 

Fiir die Funktion dieses bekannten Sensors ist die Dicke 
der Abstandsschicht ein entscheidender Parameter. Diese 
muB in einem vorgegebenen Bereich gewahlt werden, der 
von der Wellenlange des bei der spateren Auswertung einge- 
strahlten Lichts abhangt Es muB insbesondere sichergestellt 
sein, daB die Abstandsschicht auf ihrer gesamten Ausdeh- 
nung eine gleichmafiige Dicke besitzt Hierfur ist ein hoher 
herstellungstechnischer Aufwand zu betreiben. 

In dem angesprochenen Artikel werden fur die optische 
Auswertung dieses Sensors schon Lesegerate vorgeschla- 
gen, die es erlauben, auch groBere Datenmengen zu bewalti- 
gen, unter anderem CD-ROM-Lesegerate. 

Aufgabe der Erfindung ist es, einen Weg aufzuzeigen, wie 
mit geringem Aufwand, nicht nur was die datentechnische 
Auswertung anbelangt, sondern auch was die Bereitstellung 
des Sensors anbelangt, eine Mefiprobe auf eine groBe Fulle 
von Analyten hin untersucht werden kann. 

Bei der Losung dieser Aufgabe geht die Erfindung nach 
einem ersten Aspekt von einem Verfahren zum Nachweis 
von Analyten in einer MeBprobe aus, bei dem auf einem 
scheibenformigen Substrat auf einer seiner Flachseiten ana- 
lytspezifische Binder in einer Vielzahl von Nachweisfeldern 
immobilisiert werden, sodann die MeBprobe in Kontakt mit 
den Nachweisfeldern gebracht wird und anschlieBend das 
Vorhandensein oder/und die Menge der nachzuweisenden 
Analyten durch optische Auswertung der Nachweisfelder 
ermittelt wird. 

ErfindungsgemaB ist hierbei vorgesehen, daB ein aus ei- 
nem optisch transparenten Material gefertigtes Substrat ver- 
wendet wird, daB die Nachweisfelder langs mindestens einer 
Spirallinie oder/und einer Vielzahl konzentrischer Kreisli- 
nien verteilt auf dem Substrat angeordnet werden und daB 
nach Inkontaktbringung der MeBprobe mit den Nachweis- 
feldern ein optischer Reflektor der die Nachweisfelder tra- 
genden Flachseite des Substrats benachbart angeordnet 
wird. 

Bei der Erfindung konnen die Nachweisfelder direkt auf 
dem Substrat ausgebildet werden. Hierbei kann es sich emp- 
fehlen, die Substratoberflache zunachst chemisch vorzube- 
handeln oder durch Vorbehandlung mit einem Sauerstoff- 
plasma eine Oberflachenmodifizierung zu bewirken. Diese 
Modifikation kann das Aufbringen der Binder zur Ausbil- 
dung der analytspezifischen Nachweisfelder erleichtern. 
Unterhalb der Binder ist bei der Erfindung demnach keine 
Abstandsschicht mit einer prazise einzuhaltenden Dicke auf 
das Substrat aufzubringen, wie dies bei dem von Schalk- 
hammer bekannten Sensor zwingend erforderlich ist Inso- 
fem ergibt sich ein reduzierter fertigungstechnischer Auf- 
wand. 

Der Reflektor wird fur die optische Auswertung des As- 
says bendtigt. Er kann von einer Reflexionsschicht gebildet 
werden, die nach AbschluB der moiekularbiologischen Ver- 
fahrensschritte auf das Substrat Uber den Nachweisfeldern 
aufgebracht wird. Aufgrund ihres guten ReflexionsvermS- 
gens empfehien sich metallische Werkstoffe. Grundsatzlich 
sind auch andere Materialien denkbar, etwa Dielektrika. Be- 
vorzugt wird die Reflexionsschicht aus Aluminium gebildet. 
Denkbar ist auch Silber als Material fiir die Reflexions- 
schicht. Die Reflexionsschicht kann durch chemisches Auf- 
dampfen ausgebildet werden. Moglich ist aber auch, eine 
vorgefertigte reflektierende Folie auf das Substrat aufzukle- 
ben. 

Altemativ ist es denkbar, daB der Reflektor im Abstand 
von dem Substrat angeordnet wird, er also nicht direkt auf 
das Substrat aufgebracht wird. Beispielsweise kann der Re- 
flektor von einer Spiegelplatte gebildet sein, die in einem 
Auswertegerat angebracht ist, welches zur Auswertung des 
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Assays verwendet wird. 

Die optische TYansparenz des Substrats macht es zusam- 
men mil dem auf der substratfemen Seite der Nachweisfel- 
der angeordneten Reflektor moglich, zur optischen Auswer- 
tung dieses erfindungsgemSfien molekularbiologischen Sen- 5 
sors auf die Hardware handelstiblicher CD-Lesegerate zu- 
rtickzugreifen. Insbesondere bei spiraliger Anordnung der 
Nachweisfelder und bei Ausbildung des Reflektors als di- 
rekt auf das Substrat aufgebrachte Reflexionsschicht konnen 
solche handelsiiblichen CD-Leseger&te mit vergleichsweise 10 
geringem Aufwand so modifiziert werden, dafi aus dem 
rtlckkehrenden Licht des die Nachweisfelder abtastenden 
Laserstrahls die gewunschten Informationen herausgefiltert 
werden konnen. Denkbar ist es, dafi hierzu lediglich Soft- 
ware-Modifikationen erforderlich sind. Selbst bei kreisfor- IS 
miger Anordnung der Nachweisfelder ist die Technik sol- 
cher CD-Lesegerate grundsatzlich anwendbar, sofem die 
konstruktiven und softwaremaBigen Voraussetzungen fur ei- 
nen Sprung des die Nachweisfelder abtastenden Laserstrahls 
von Kreislinie zu Kreislinie geschafFen werden. 20 

Besonders eignet sich ein CD-ROM-Lesegerat, das bei 
Einbettung in eine Computerarchitektur dem Anwender die 
Moglichkeit gibt, die Auswerte-Software selbst zu definie- 
ren. 

Die Auswertung der Nachweisfelder kann abhangig vom 25 
gewahlten Auswertealgorithmus quantitative wie auch qua- 
litative Aussagen liefern. Mittels geeigneter Marker konnen 
die optischen Eigenschaften, insbesondere das Absorptions- 
verhalten, von Nachweisfeldern, in denen sich Analyten an 
Rezeptoren angeheftet haben, von Nachweisfeldern, an de- 30 
ren Rezeptoren sich keine Analyten angeheftet haben, unter- 
scheidbar gemacht werden. Auf diese Weise ist es beispiels- 
weise tiber Absorptionsmessungen mSglich, diejenigen 
Nachweisfelder zu erkennen, die nach AbschluB der mole- 
kularbiologischen Verfahrensschritte Analyten tragen. Dies 35 
ware zunachst eine rein qualitative Aussage. Will man dar- 
uber hinaus auch quantitative Aussagen treffen, so ist es 
denkbar, die Nachweisfelder mehrmals abzutasten und eine 
Schwelle, die bei der Auswertung als Entscheidungsgrenze 
zwischen Vorhandensein und Nichtvorhandensein von Ana- 40 
lyten genommen wird, von Abtastdurchgang zu Abtast- 
durchgang schrittweise zu verandern. Auf diese Weise kon- 
nen auch Aussagen iiber die Menge der in den einzelnen 
Nachweisfeldern hangengebliebenen Analyten getrofFen 
werden. 45 

Wenn der Assay mit einem ggf. geeignet angepafiten CD- 
ROM-Laufwerk ausgeiesen wird, ermoglicht ein ange- 
schlossener Computer dem Anwender die Weiterverarbei- 
tung der von dem Laufwerk gelieferten Datenmenge, wobei 
er das Ergebnis dieser Weiterverarbeitung auf externen Da- 50 
tenspeichern abspeichern kann, bei spiels weise um Daten- 
banken iiber Patienten zu erstellen. Zur Datenspeicherung 
konnen herkomrnliche Standardspeicher, etwa Festplatten 
Oder Floppy-Discs, verwendet werden. Mit Computerhilfe 
ist eine schnelle Auswertung der Datenflut des Laufwerks 55 
moglich. Die Kapazitat herkommlicher Computer und Spei- 
chersysteme ist in der Regel so ausreichend, dafi auch kom- 
plexe Genanalysen darauf durchgefiihrt werden konnen. 

In der Regel wird es erwiinscht sein, scharf definierte 
Nachweisfelder zu erhalten, die zusatzlich sehr klein sein 60 
soilen, urn eine hinreichende Zahl von Nachweisfeldern auf 
der SubstraLscheibe unterzubringen, die zweckmafiiger- 
weise die GroBe einer herkommlichen CD (Compact Disc) 
besitzL Wenn man davon ausgeht, daB der radiale Abstand 
zweier aufeinanderfolgender Spiralwindungen zweckmSBi- 65 
gerweise etwa 1,6 um betragt, so empfiehlt es sich, die Bin- 
der in Feldern aufzubringen, die radial nicht breiter als 1 um 
sind, darnit zwischen bezogen auf die Scheibenachse radial 
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benachbarten Nachweisfeldern ein hinreichender Abstand 
besteht und jedes einzelne Nachweisfeld als solches ortsauf- 
gelost werden kann. Bevorzugt sind die Nachweisfelder ra- 
dial sogar schmaler als 1 um, wobei es zweckmafiig sein 
kann, sie mit einer radial en Breite auszubilden, die im we- 
sentlichen der Breite der bei herkSmrrilichen CDs einge- 
pra*gten Datenvertiefiingen (sogenannte Pits) entspricht, 
namlich etwa 0,5 M m - Gleichfalls empfiehlt es sich, endang 
der Spirallinie bzw. einer Kreislinie einander benachbarte 
Nachweisfelder mit Abstand voneinander anzuordnen, um 
deren individuelle Aufldsung durch das Auswertesystem zu 
ennoglichen. Die Nachweisfelder k6nnen als im wesentli- 
chen quadratische oder kreisfcrmige Flachen ausgebildet 
werden. Denkbar ist auch, sie entsprechend der Gestalt der 
Datenpits herkommlicher CDs in Umfangsrichtung, also in 
Spiral- bzw. Kreislinienrichtung, langlich auszubilden, etwa 
oval oder rechteckig. 

Um die Binder unter den vorstehend skizzierten dimen- 
sionellcn Randbedingungen fur die Nachweisfelder auf das 
Substrat aufzubringen, eignen sich insbesondere Mikro- 
printtechniken, Tintenstrahltechniken oder Elektrospray- 
techniken. Zum Nachlesen, was Mikroprinttechniken anbe- 
langt, wird beispielhaft verwiesen auf: "Microfabrication, 
Microstructures and Microsystems" von Dong Qin et al., 
"Topics In Current Chemistry", Band 194, 1998, Seite 6ff., 
Springer- Verlag. Beziiglich Tintenstrahltechniken wird bei- 
spielhaft verwiesen auf: "A new device for multifunctional 
dosage of liquids by a free jet" von N, Hey et al., Procee- 
dings IEEE-Mems 1998, CH 36176. Eiektrospraytechniken, 
insbesondere Nanoelektrospraytechniken, konnen beispiels- 
weise in "Analytical Properties of the Nanoelectrospray Ion 
Source" von M. Wilm und M. Mann in Analytical Chemi- 
stry, Band 68, Nr. 1, 1. Januar 1996, Seiten 1-8, sowie in 
"Electro spray and Taylor-Cone theory, Dole's beam of raa- 
cromolecules at last?" von M. Wilm, M. Mann in Internatio- 
nal Journal of Mass Spectrometry and Ion Processes 136 
(1994), Seiten 167-180, nachgeiesen werden. Diese Techni- 
ken ermoglichen es, die Nachweisfelder mit hoher Ortsauf- 
losung gezielt mit vorbestimmten Bindern zu versehen. Die 
Binder konnen auf die AuBenoberflache der Substratscheibe 
aufgebracht werden. Denkbar ist es auch, in Analogie zu den 
Datenpits herkornrnlicher CDs kleine Vertierungen in die 
AuBenoberflache des Substrats einzubringen und darin die 
analytspezifischen Binder zu immobilisieren. Falls solche 
Vertiefungen fur die Binder vorgesehen werden, wird es 
zweckmafiig sein, diese mit einer radialen Breite von etwa 
0,5 um auszubilden, entsprechend der Breite der Datenpits 
herkommlicher CDs. 

Um biologische Wechselwirkungen auf molekularer 
Ebene zu untersuchen, kommen als Analyten insbesondere 
Nukleinsauren oder/und Proteine in Betracht. So kann das 
erfindungsgemaBe Verfahren verwendet werden, um Pro- 
tein/Protein-Wechselwirkungen, wie sie beispielsweise 
wShrend der Genexpression oder als Zeltsignale auftreten, 
Enzym/Substrat- oder Enzym/EfTekt-Wechselwirkungen 
wahrend des Stoffwechsels oder Protein/DNA- oder Pro- 
tein/RNA- Wechselwirkungen wahrend der Genexpression 
nachzuweisen. 

Durch geeignete Wahl der Binder in den Nachweisfeldern 
konnen auch DNA/DNA- Wechselwirkungen nachgewiesen 
werden, wie es insbesondere zur Genidentiflzierung und zur 
Kartierung von Genen, beim Untersuchen und Quantifizie- 
ren der Genexpression sowie bei der molekularen Diagnose 
und/oder Trierapie von Erkrankungen von Bedeutung ist. 

Molekulare Wechselwirkungen und Enzymakdvitaten 
konnen durch die Bindung von RNA-Aptameren oder klei- 
nen chemischen Verbindungen an Makromolekule beein- 
fluBt werden. Nattirliche und synthedsche Effektormolekiile 
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erlaubcn es deshalb haufig, biochemische Verfahren durch 
Modulation von oder Eingreifen in makromolekulare Wech- 
selwirkungen zu manipulieren. 

Bevorzugt handelt es sich bei dem Substratmaterial urn 
ein nicht poroses Material. Die Verwendung eines nicht po- 
rosen Tragers erm6glicht das definierte Aufbringen auch 
kleiner Nachweisfelder, so daB eine Miniaturisierung des 
Testformats bzw. das Aufbringen einer Vielzahl von Nach- 
weisfeldera moglich isL Geeignete Materialien fur das 
scheibenfbnruge Substrat sind z. B. Kunststoffe und Glas. 
Fur CD-ROM-Laufwerksapplikationen handelt es sich be- 
vorzugt um ein fokussierendes Material, insbesondere um 
Polycarbonat. 

Die Immobilisierung der Binder an den Nachweisfeldern 
kann nach an sich bekannten Verfahren durchgefuhrt wer- 
den. Die Immobilisierungsstrategie hangt von der Ait des zu 
immobilisierenden Molekiils und des jeweiligen Substrats 
ab. Irn allgemeinen konnen Binder direkt an eine Matrix 
uber eine chemische Reaktion gebunden werden, beispiels- 
weise uber eine spezielle Aminosaure in einem Protein (ins- 
besondere Cystein oder Lysin) oder uber das Phosphat- 
grundgeriist einer DNA. Die Immobilisierung kann auch mit 
bifunktionellen chemischen Quervernetzern oder uber eine 
spezifische hochaffine Wechselwirkung, wie etwa die Bio- 
tirj/Streptavidm- Wechselwirkung durchgefuhrt werden. Die 
analytspezifischen Binder konnen auf der Oberflache auch 
adsorbiert werden, wobei eine kovalente Bindung jedoch 
bevorzugt ist. Als Binder werden auf die Oberflache des 
Substrats Substanzen oder/und Molekule aufgebracht, die in 
der Lage sind, den gewunschten Analy ten spezifisch, insbe- 
sondere mit hoher Affinitat, zu binden. 

Nach Inkontaktbringen der MeBprobe mit den Nachweis- 
feldern wird das Vorhandensein oder/und die Menge der 
nachzuweisenden Analyten durch optische Auswertung der 
Nachweisfelder ermittelt Hier konnen alle dem Fachmann 
bekannten Methoden herangezogen werden. Ein ubliches 
Verfahren, um molekulare Wechselwirkungen zu analysie- 
ren, besteht aus mehreren Schritten: Ein erster Wechselwir- 
kungspartner, z.B. ein analytspezifischer Binder oder Re- 
zeptor, wird mit einem festen Trager kovalent oder adsorptiv 
verkniipft. Beim Inkontaktbringen der MeBprobe mit den 
Nachweisfeldern kann ein zweiter Wechselwirkungspartner, 
z. B. der Analyt, mit dem Rezeptor wechselwirken. An- 
schlieBend wird das Vorhandensein des Analyten (oder das 
Nichtvorhandensein in kompetitiven Testformaten) an der 
Stelle, an der der Rezeptor immobilisiert ist, nachgewiesen. 
Die Wechselwirkung zwischen den zwei Bindepartnem 
wird bevorzugt unter Bedingungen durchgefuhrt, bei denen 
beide Reaktanten in einer nativen, aktiven Konfiguration 
vorliegen, bevorzugt in einer fliissigen Reaktion. Besonders 
bevorzugt wird das Inkontaktbringen unter einem annahemd 
physiologischen pH-Wert und bei ionischen Bedingungen 
durchgeftihrt. 

Der Nachweis erfolgt beim erfindungsgemSBen Verfahren 
durch Detection einer Anderung der optischen Eigenschaf- 
ten der Nachweisfelder. Die optische Anderung der Nach- 
weisfelder kann z.B. durch Isotope, Enzyme, Fluoro- 
chrome, Farbstoffe, Metallkolloide, Beads oder ahnliches 
herbeigefuhrt werden, die als Markersystem dienen. Zum 
Nachweis wird einer der Wechselwirkungspartner, d. h. der 
Rezeptor oder der Analyt, direkt oder indirekt markiert. Be- 
vorzugt werden zur Detektion Proteine oder Nukleinsauren 
mit einer Biotineinheit derivatisiert, wonach eine Erken- 
nung durch Streptavidinkonjugate mdglich ist. 

Bevorzugt resultiert das Nachweisverfahren in der Prazi- 
pitation eines Farbstoffs oder der Lokalisierung eines Fluo- 
rochroms an der Stelle der molekularen Wechselwirkung 
oder in der Anlagerung von Metall-Clustern mit starker 



elektromagnetischer Wechselwirkung. Latex-Beads oder 
Kunststofif-Beads k5nnen ebenfalls angebunden werden. Sie 
bewirken aufgrund ihres Brechungsverhaltens und ihrer ge- 
krummten (spharischen) Oberflache eine Streuung des ein- 
5 fallenden Ausleselichts, die als Intensitatsminderung detek- 
tierbar ist Bei geeigneter Dimensionierung der Beads kdn- 
nen Effekte der destruktiven Interferenz erzielt werden. 

Die wechselwirkenden Molekule, also der Rezeptor und 
der Analyt, konnen entweder direkt uber ihre spezifischen 

10 Bindestellen nachgewiesen werden oder indirekt, indem sie 
mit einem Marker versehen werden, der eine bekannte spe- 
zifische Bindestelle enthalt Beispiele fiir solche Marker 
sind Epitope, fiir die rnonoklonale Antikdrper bekannt sind, 
oder eine Biotingruppe, die mit Streptavidin bindefahig ist 

15 Daneben ist auch das direkte spezifische Binden eines Anti- 
korpers an den Analyten moglich. Antikdrper und Streptavi- 
din werden bevorzugt mit einem Enzym konjugiert, um eine 
Auswertung der Nachweisfelder zu ermoglichen. Beispiele 
fur bevorzugte Enzyme sind Meerrettichperoxidase, alkali- 

20 sche Phosphatase und 0-Galaktosidase. Bei Zugabe geeig- 
neter Substrate lauft eine enzymatische chromogene Reak- 
tion ab, wobei gefarbte Produkte entstehen, die an den Orten 
prazipitieren, an denen die Enzyme gebunden sind und so- 
mit das Vorhandensein des Analyten anzeigen. Geeignete 

25 Substrate der obigen Enzyme, die eine optische Auswertung 
ermoglichen, sind fur Meerrettichperoxidase beispielsweise 
Diaminobenzidin (DAB), welches ein in Wasser und Etha- 
nol unlosliches braunes Produkt ergibt, DAB + Metall, wel- 
ches in Gegenwart von Kobalt oder Nickel ein graues bis 

30 schwarzes unlosliches Produkt ergibt, Chlomaphtol, das 
eine blauschwarze, wasserlosliche Farbung ergibt, Amino- 
ethylcarbazoi, das ein rotes, wasserunlosliches Produkt er- 
gibt Bevorzugte Substrate fiir alkalische Phosphatase sind 
Naphthol-AS-BI-Phosphat/New-Fuchsin, was ein rotes, un- 

35 losliches Produkt ergibt, Bromchlorindolylphosphat/Nitro- 
tetrazolium, was ein schwarzviolettes Prazipitat ergibt, und 
fur p-Galaktosidase Bromchlorindolyl-b-D-Galaktpyranosit 
(BOG), was ein unlosliches blaues Produkt ergibt Der 
Nachweis der Analyten kann hier leicht durch optische De- 

40 tektion des gefarbten Bereichs erfolgen. 

Eine weitere Moglichkeit zum Nachweis der Wechselwir- 
kungsstellen ist die Anfarbetechnik mit Goldkolloiden, wo- 
bei auch andere Typen von Metallclustern bzw. -Beads ver- 
wendet werden kSnnen. Hier sind insbesondere Silberteil- 

45 chen vorteilhaft, die die Sensitivitat eines optischen Nach- 
weissystems aufgrund nichtlinearer optischer Effekte nahe 
einer Metalloberflache der Reflexionsschicht erhbhen kdn- 
nen. Weiterhin bevorzugt ist die Verwendung von Farbstof- 
fen als Marker, insbesondere von gefarbten Latexpartikeln. 

50 Es konnen auch Glas-Beads aus Siliziumoxid verwendet 
werden, die mit einem Farbstoff in hoher Konzentration ge- 
fullt sind. 

Neben der Messung der Absorption ist bei Wahl geeigne- 
ter Marker, beispielsweise fluorcszierender Stoffe, auch eine 

55 Messung der Fluoreszenz moglich, wobei hier die Detekti- 
onswellenlange eine andere als die eingestrahlte Wellen- 
lange ist Sofem marktgangige CD-Laufwerke, insbeson- 
dere CD-ROM-Laufwerke, bei der Auswertung herangezo- 
gen werden sollen, konnen im Fall von Ruoreszenzmessun- 

60 gen konstruktive Laufwerksmodifikationen neben einer ent- 
sprechenden Anpassung der Software erforderlich sein. Ins- 
besondere kann es notwendig sein, einen speziell auf die 
Fluoreszenzwellenlange abgestimmten Detektor einzu- 
bauen. 

65 Die Erfindung ermoglicht es, auf der die Nachweisfelder 
tragenden Flachseite des Substrats zusatzliche Informatio- 
nen einzuschreiben, die zeitgleich mit den Nachweisfeldern 
ausgelesen und ausgewertet werden konnen. DemgemaB 
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wind vorgeschlagen, daB auf der die Nachweisfelder tragen- 
den Flachseite des Substrats entlang der Spirallinie bzw. 
mindestens einer Kreislinie zusatzlich Datenfelder ausgebil- 
det werden, welche meBprobenbezogene oder/und nach- 
weisfeldbezogene oder/und auswertungsbezogene Informa- 5 
tionen enthalten. Bei den meBprobenbezogenen Informatio- 
nen kann es sich beispielsweise urn Inform ationen uber Ort 
und Zeit der Gewinnung der MeBprobe, uber die Art der 
MeBprobe oder uber die Person handeln, der die MeBprobe 
entnommen wurde. Die nachweisfeldbezogenen Informatio- to 
nen konnen molekularbioiogische oder biochemische Anga- 
ben tiber die Nachweisfelder enthalten, insbesondere uber 
den Bindertyp der einzelnen Nachweisfelder. Die auswer- 
tungsbezogenen Informationen konnen Angaben Uber das 
zum Nachweis der Analyten angewendete Detektionsprin- 15 
zip, etwa enzymatische Detektion, Detektion uber Farb- 
stofFe, Detektion Uber Metall-Cluster oder dergleichen, ent- 
halten. Femer k6nnen sie Angaben dariiber enthalten, wel- 
ches physikalische Abtastprinzip ein Lesegerat anwenden 
soli, etwa eine Absorptionsmessung oder eine Ruoreszenz- 20 
messung. Zudem konnen die auswertungsbezogenen Infor- 
mationen dem Lesegerat Lage und Ort der Nachweisfelder 
auf dem Substrat angeben und ihm damit signalisieren, 
wann das Lesegerat von einer Software zum Lesen der Da- 
tenfelder auf eine Software zum Lesen der Nachweisfelder 25 
umschalten soli. Insbesondere ist denkbar, daB die auswer- 
tungsbezogenen Informationen schon zumindest Teile einer 
Auswerte-Software enthalten, die vom Lesegerat bei der 
Auswertung der Nachweisfelder abgearbeitet wird. Auf 
diese Weise kann der Anwender von miihsamen Program- 30 
mierungsaufgaben zur Software anpassung seines Compu- 
terarbeitsplatzes entlastet werden. Die vollstandige Aus- 
werte-Software kann bereits herstellerseitig, soweit geeig- 
nete Software-Standards existieren, in den Sensor einge- 
schrieben werden. 35 

Grundsatzlich ist es denkbar, die Nachweisfelder und die 
Datenfelder langs der Spirallinie getrennt anzuordnen. Es 
kann aber zweckmafiig sein, Nachweisfelder und Datenfel- 
der abwechselnd entlang der Spirallinie anzuordnen, bei- 
spielsweise in der Weise, daB einem einzelnen Nachweisfeld 40 
oder einer Gruppe von Nachweisfeldern ein Datenfeld zuge- 
ordnet wird, das dem Nachweisfeld bzw. der Gruppe von 
Nachweisfeldern langs der Spirallinie vorhergeht und dem 
Auswertesystem Informationen uber dieses Nachweisfeld 
bzw. diese Gruppe von Nachweisfeldern liefert. 45 

Sofern die Nachweisfelder langs konzentrischer Kreisli- 
nien angeordnet werden, konnen Nachweisfelder und Da- 
tenfelder ebenfalls abwechselnd entlang mindestens einer 
Kreislinie angeordnet werden. Denkbar ist aber auch, daB 
Nachweisfelder und Datenfelder jeweils auf gesonderten 50 
Kreislinien ausgebildet werden. 

Die Datenfelder sollen zweckmaBigerweise von der glei- 
chen Seite der Substratscheibe her ausgelesen werden kon- 
nen wie die Nachweisfelder Dabei besteht eine Moglichkeit 
darin, zur Bildung der Datenfelder Vertiefungen in die 55 
Nachweisfelder tragende Rachseite des Substrats einzubrin- 
gen, wobei der Reflektor so angebracht wird, daB er in die 
Vertiefung hineinreicht. ZweckmaBigerweise erfolgen die 
Codierung der Daten und die Anordnung der Vertiefungen 
nach MaBgabe eines gangigen CD-Formats, insbesondere 60 
des CD-ROM-Formats, so daB die Datenfelder mittels her- 
kommlicher CD-Laufwerke ohne Softwaremodifikationen 
geiesen werden konnen. 

Es ist sogar denkbar, zur Bildung der Datenfelder auf Ver- 
tiefungen zu verzichten. Durch Anbindung von optisch ab- 65 
sorbierenden oder streuenden Substanzen an das Substrat 
kann ebenfalls EinfluB auf die Reflexion des zur Auslesung 
auf die Nachweis- und Datenfelder gerichteten Lichtstrahls 
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genommen werden. So ist es denkbar, bei geeigneter Wahl 
von Metall- oder Kunststoff-Beads Shnliche Effekte de- 
struktiver Interferenz zu erzielen, wie sie auch durch Vertie- 
fungen in der Substratoberflache erreicht werden. Es kann 
daher vorgesehen sein, daB zur Bildung der Datenfelder eine 
einfallendes Leselicht beeinflussende Substanz auf die die 
Nachweisfelder tragende Flachseite des Substrats aufge- 
bracht wird, 

Weil bei Ausbildung des Reflektors als auf das Substrat 
aufgebrachte Reflexionsschicht die letztere erst nach Ab- 
schluB samtlicher molekularbiologischer oder biochemi- 
scher Analyseschritte aufgebracht wird, sind Vorher-Nach- 
her-Messungen der Nachweisfelder nicht moglich, also 
Messungen vor und nach Inkontaktbringung der MeBprobe 
mit den Nachweisfeldern. Um dennoch a us den MeBsigna- 
len verlSBliche Aussagen dariiber zu gewinnen, ob und wel- 
che Nachweisfelder mit Analyten besetzt sind, kann es vor- 
teilhaft sein, auf der die Nachweisfelder tragenden Rach- 
seite des Substrats entlang der Spirallinie bzw. mindestens 
einer Kreislinie zusatzlich mindestens ein Referenzfeld aus- 
zubilden, dessen optische Eigenschaften als Referenz bei 
der Auswertung der Nachweisfelder verwendet werden. 
Beispielsweise konnen diese Referenzfelder einen bekann- 
ten, fur analytfreie Nachweisfelder typischen Referenzab- 
sorptionsgrad fur das Licht des abtastenden Lichtstrahls be- 
sitzen, der von einem Absorptionsgrad unterscheidbar ist, 
den analytbehaftete Nachweisfelder typischerweise besit- 
zen. Daneben konnen auch Referenzfelder ausgebildet sein, 
die den Analyten oder/und Marker enthalten und die bei kor- 
rekter Durchfuhrung des Verfahrens als positive Kontrolle 
dienen. Die Referenzfelder konnen zudem zur Kalibrierung 
und zur Quantifizierung der Messungen herangezogen wer- 
den. 

Im Bereich der Nachweisfelder kann sich eine vermin- 
derte Haftung der Reflexionsschicht einsteilen, wenn diese 
unmittelbar auf die darunterliegende molekularbioiogische 
oder biochemische Ebene aufgebracht wird. In diesem Fall 
kann es giinstig sein, nach Inkontaktbringung der MeBprobe 
mit den Nachweisfeldern zunSchst eine Deckschicht aus ei- 
nem optisch transparenten Material auf die Nachweisfelder 
aufzubringen, bevor die Reflexionsschicht aufgebracht 
wird. Die Deckschicht kann auch zur Fixierung der Reagen- 
zien in den Nachweisfeldern dienen. Das Material und die 
Dicke der Deckschicht wird man so aufeinander abstimmen, 
daB eine Beeinflussung der optischen Eigenschaften des 
Sensors durch die Deckschicht, etwa durch Fokussierungs- 
oder AbsorptionsefTekte, nicht oder zumindest in beherrsch- 
barer Weise erfolgt Ein Material auf Polymerbasis hat sich 
fur die Deckschicht als geeignet gezeigt. Sie kann z. B. als 
Folie oder mittels eines Spriihverfahrens aufgebracht wer- 
den. Sofem der Sensor auch Vertiefungen in Datenfeldem 
aufweist, wird man sicherstellen miissen, daB die Vertiefun- 
gen nicht durch das Material der Deckschicht wieder aufge- 
fullt werden, um einen Verlust der durch die Vertiefungen 
repr&sentierten Dateninformationen zu vermeiden. SprOh- 
verfahren sind zur lokalen Aufbringung der Deckschicht 
denkbar. Vorstellbar ist es auch, die Oberflache der Substrat- 
scheibe gedanklich in Segmente, etwa Kreissektoren, aufzu- 
teilen, von denen ein Teil ausschlieBlich fur Nachweisfelder 
und ein anderer Teil ausschlieBlich fur Datenfelder reser- 
viert wird. Die Segmente mit Datenfeldem konnen dann 
sehr leicht von der Deckschicht freigehalten werden. 

Das Substrat mit den darauf immobilisierten Bindem 
kann als handelbare Einheit verpackt und an Anwender ver- 
schickt werden. Denkbar ist es, daB der Hersteller einen 
kundenspezifischen Satz von Bindem zusammenstellt und 
auf das Substrat aufbringt Vorstellbar ist auch, kundenun- 
spezinsch, aber applikationsspezifisch, beispielsweise fur 
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bestimmte Genanalysen, einen Satz von Bindem auf ein 
Substrat aufzubringen und dieses als vorbereiteten MeBtra- 
ger anzubieten. Es empfiehlt sich, diesen MeBtrager zu 
trocknen, bevor er verpackt und verschickt wird Die zu un- 
tersuchende MeBprobe wird dann vom Anwender, also vom 5 
Kaufer des MeBtrSgers, aufgebracht. Gleiches kann auch fiir 
markerenthaltende Reagenzien gelten. Die Aufbringung der 
Reflexionsschicht und ggf. der Deckschicht nach AbschluB 
des molekulaibiologischen bzw. biochemischen Nachweis- 
verfahrens, das auch Waschschritte umfassen kann, kann io 
beim Anwender erfolgen, sofern diesem hierfUr geeignele 
Gerate zur Verfiigung stehen. Denkbar ist auch, daB der An- 
wender den analytbehafteten MeBtrager zum Hersteller oder 
zu einem anderen Labor zuriicksendet, wo diese Schichten 
aufgebracht werden. 15 

Auf der Reflexionsschicht kann noch eine Schutzschicht 
flachig aufgebracht werden, wobei sich wegen seiner 
Schlag- und Kratzfestigkeit ein Material auf Acrylbasis eig- 
net. Der so geschiitzte MeBtrager kann iiber lange Zeitraume 
hinweg aufbewahrt werden und jederzeit wieder ausgelesen 20 
werden. 

Die Erfindung betrifft ferner einen MeBtrager zum Nach- 
weis von Analyten in einer MeBprobe, der sich insbesondere 
zur Durchfiihrung des vorstehend erlauterten Verfahrens 
eignet. 25 

Nach einem anderen Aspekt geht die Erfindung zur L6- 
sung der eingangs gestellten Aufgabe von einem Verfahren 
zum Nachweis von Analyten in einer MeBprobe aus, bei 
dem auf einem scheibenformigen Substrat auf mindestens 
einer seiner Hachseiten analytspezifische Binder in einer 30 
Vielzahl von Nachweisfeldem immobilisiert werden, so- 
dann die MeBprobe in Kontakt mit den Nachweisfeldem ge- 
bracht wird und anschlieBend das Vorhandensein oder/und 
die Menge der nachzuweisenden Analyten durch Auswer- 
tung der Nachweisfelder ermittelt wird. ErfindungsgemaB 35 
ist hierbei vorgesehen, daB die Nachweisfelder magnetisch 
ausgewertet werden und hierzu Binder oder die nachzuwei- 
senden Analyten mit magnetischen oder/und magnetisierba- 
ren Markern markiert werden und daB die Nachweisfelder 
langs einer Vielzahl konzentrischer Kreislinien oder/und 40 
langs mindestens einer Spirallinie verteilt auf dem Substrat 
angeordnet werden. 

Die kreis- oder spiralformige Verteiiung der Nachweisfel- 
der auf dem Substrat ermdglicht die Verwendung marktgan- 
giger Magnetplatten-Lesegerate, sogenannter Hard-Disc- 45 
Laufwerke. Gegebenenfalls wird eine softwaremaBige Ad- 
aption der Laufwerkssteuerung notwendig sein. Die magne- 
tische Ausiesung der Nachweisfelder ermoglich es sogar, 
auf beiden Flachseiten des Substrats Nachweisfelder auszu- 
bilden, so daB sich die Packungsdichte der Sensoren mit 50 
Nachweisfeldem weiter erhohen laBt. Hinsichdich der ge- 
genseitigen Abstande, der GroBe und der Anordnung der 
Nachweisfelder sowie etwaiger Daten- und Referenzfeider 
auf dem Substrat treffen im wesentlichen die Angaben zu, 
die zuvor fUr den optisch auslesbaren Sensor gemacht wur- 55 
den. 

Um zu verhindem, daB die Marker durch Kontakt mit ei- 
nem Lesekopf des Auswertegerats vom Substrat weggeris- 
sen werden, kann nach Inkontaktbringung der MeBprobe 
mit den Nachweisfeldem eine Fixierschicht auf die Nach- 60 
weisfelder aufgebracht werden. Diese wird man zweckma- 
Bigerweise flachig auf jede Nachweisfelder tragende Flach- 
seite des Substrats aufbringen. Fur die Fixierschicht hat sich 
ein Material auf Polymerbasis als geeignet enviesen. 

Daruber hinaus kann vor der Ausbildung der Nachweis- 65 
felder oder nach Inkontaktbringung der MeBprobe mit den 
Nachweisfeldem eine magnetische oder/und magnetisier- 
bare Partikel enthaltende Magnetschicht flachig auf jede 
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Nachweisfelder tragende Flachseite des Substrats aufge- 
bracht werden. Die Magnetschicht ermSglicht es, zusStzlich 
Daten in den Sensor einzuschreiben, die zusammen mit den 
Nachweisfeldem ausgelesen werden konnen. Die magne- 
tischen Eigenschaften der Magnetschicht wird man so wSh- 
len, daB die durch die Marker hervorgerufenen lokalen 
Schwankungen der magnetischen Feldstarke oder der ma- 
gnetischen FluBdichte nicht infolge der Magnetschicht "ver- 
schwimmen" und undetektierbar werden. Zwar ist es grund- 
s&tzlich denkbar, daB die Magnetschicht unterhalb der mole- 
kularbiologischen oder biochemischen Schicht des Sensors 
unmittelbar auf das Substrat aufgebracht wird. ZweckmSBig 
ist es jedoch, sie erst nach AbschluB der molekularbioiogi- 
schen oder biochemischen Verfahrensschritte aufzubringen, 
da sie so zugleich als Fixierschicht dienen kann. 

Die Erfindung betrifft femer ein Testkit zur Durchfiihrung 
des Verfahrens nach dem vorstehend beschriebenen ersten 
oder zweiten Aspekt. Das Testkit umfafit dabei einen mit im- 
mobilisierten Bindem vorbereiteten MeBtrager, Reagenzien 
zur Durchfuhrung des Nachweisverfahrens, insbesondere 
optisch oder/und magnetisch detektierbare Nachweisrea- 
genzien, sowie ggf. Wasch- oder/und Pufferlosungen. Der 
MeBtrager liegt bevorzugt in getrockneter Form vor. 

SchlieBlich betrifft die Erfindung die Verwendung eines 
MeBtragers der vorstehend beschriebenen Art in einem Im- 
munoassay oder/und Nukleinsaurehybridisiemngsassay 
oder/und Lektin-Zucker-Assay oder/und Protein-Nuklein- 
saure-Assay. 

Die Erfindung wird im folgenden anhand der beigefugten 
Zeichnungen naher erlautert. Es stellen dar: 

Fig. 1 eine schematische Schnittdarstellung eines erfin- 
dungsgemaBen molekulaibiologischen oder biochemischen 
Sensors ("Biosensor") mit Nachweis- und Datenfeldern und 

Fig. 2 schematisch die Verteiiung der Nachweis- und Da- 
tenfelder auf dem Biosensor. 

In Fig. 1, die die realen GroBenverhaltnisse nicht getreu 
wiedergibt, ist der Biosensor allgemein mit 1 bezeichnet. Er 
besitzt die Form einer Kreisscheibe. Seine GroBe entspricht 
zweckmaBigerweise der einer herkSmmlichen Compact 
Disc, deren Durch messer ublicherweise etwa 12 cm betragt. 
Der Biosensor 1 umfaBt ein TYagersubstrat 3, das aus einem 
optisch transparenten Material, vorzugsweise Poiycarbonat, 
gefertigt ist Auf der in Fig. 1 oberen Flachseite des Sub- 
strats 3 sind Nachweisfelder 5, 7 sowie Datenfelder 9 ausge- 
bildet In den Datenfeldern 9 sind Informationen Ober die 
MeBprobe oder/und uber die Nachweisfelder oder/und iiber 
die Auswertung niedergelegt. Wie bei herkommbchen CDs 
sind die Informationen in den Datenfeldern 9 durch abwech- 
selnde vertiefte Bereiche 11 und nicht vertiefte Bereiche 13 
des Substrats 3 reprasentiert. 

In den Nachweisfeldem 5, 7 sind analytspezifische Bin- 
der bzw. Rezeptoren immobilisiert. Diese Binder sind in 
Fig. 1 schematisch durch kurze Striche 15 symbolisiert Je- 
des Nachweisfeld 5, 7 tragt eine Vielzahl von Bindem 15 
gleichen oder unterschiedlichen TVps. Das Nachweisfeld 7 
reprasentiert in Fig. 1 ein Nachweisfeld, an dem nach Inkon- 
taktbringung der MeBprobe mit den Nachweisfeldem 5, 7 
keine Analyten haftengeblieben sind. Dagegen reprasentiert 
das Nachweisfeld 5 ein Nachweisfeld, an dem Analyten haf- 
tengeblieben sind. Diese Analyten sind in Fig. 1 schema- 
tisch durch kleine Kreise 17 dargestellt, die zugleich die 
Marker symbolisieren, anhand deren die optische Detektion 
des Vorhandenseins der Analyten moglich ist 

Die Nachweisfelder 5, 7 sind in eine Deckschicht 19 ein- 
gebettet, die nur in den die Nachweisfelder 5, 7 tragenden 
Bereichen des Substrats 3 aufgebracht ist, nicht jedoch in 
den die Datenfelder 9 tragenden Bereichen des Substrats 3. 
Die Deckschicht 19 besteht ebenfalls aus einem optisch 
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transparenten Material, vorzugsweise einem Polymermate- 
rial. Sie fixiert die Marker auf dem Substrat 3 und dient zu- 
gleich als Haftvermittler zwischen dem Substrat 3 und einer 
Reflexionsschicht 21, die flachig auf das Substrat 3 aufge- 
bracht ist, Uber samtliche Nachweisfelder 5, 7 und stotliche 
Datenfelder 9 hinwegreicht und in die Vertierungen 11 der 
Datenfelder 9 hineinreicht Die Reflexionsschicht 21 besteht 
vorzugsweise aus Aluminium, kann aber beispielsweise 
auch aus Silber bestehen und wird zweckmaBigerweise 
durch chemisches Aufdampfen erzeugt Die Reflexions- 
schicht 21 dient als Reflektor fiir das Licht eines Laser- 
strahls 23, der von der Unterseite des Substrats 3 her zur 
Auslesung der Nachweisfelder 5, 7 und der Datenfelder 9 
auf den Biosensor 1 gerichtet wird. Das reflektierte Licht 
wird mittels gangiger Methoden ausgewertet. Beispiels- 
weise wird es mittels eines Polarisationsfilters von dem ein- 
gestrahlten Licht getrennt und sodann auf seine Intensitat 
hin ausgewertet. Das Material des Substrats 3 hat vorteilhaf- 
terweise einen solchen Brechungsindex, daB der Laserstrahl 
23 auf seinem Hinweg im Substrat 3 fokussiert wind, so daB 
der letztlich auf die Nachweisfelder 5, 7 und die Datenfelder 
9 einfallende Lichtfleck sehr klein gehalten werden kann. 

Zur Oberseite hin ist der Biosensor 1 durch eine flachig 
aufgebrachte Deckschicht 25 abgeschlossen, die den Bio- 
sensor 1 vor schadlichen. chemischen oder mechanischen 
Einfliissen schiitzt Vorzugsweise besteht sie aus einem 
Acrylmaterial. 

Die Nachweisfelder 5, 7 und die Datenfelder 9 sind in ab- 
wechselnder Reihenfolge langs einer Spirallinie auf dem 
Substrat 3 angeordneL Fig. 2 zeigt einen Ausschnitt zweier 
aufeinanderfolgender Windungen der Spirallinie. Letztere 
ist in Fig, 2 als gestricheite Linie dargestellt und mit 27 be- 
zeichnet. Mit d ist femer der radiate Abstand zwischen den 
beiden Windungen, also die Spiralsteigung, bezeichnet. Er 
betragt beispielsweise etwa 1,6 um. Die Vertierungen 11, die 
bei Anwendung der fiir CDs, insbesondere CD-ROMs, gan- 
gigen Codierung abgestuft variable Umfangslange besitzen 
konnen, sind beispielsweise etwa 0,5 um in radialer Rich- 
tung breit. Um radiale tjberlappungen mit den Nachweis- 
oder Datenfeldern benachbarter Spiralwindungen zu ver- 
meiden, sind die Nachweisfelder 5, 7 ebenfaUs radial so 
schmal ausgebildet, daB ein hinreichender Abstand zu den 
Feldem der benachbarten Spiralwindungen besteht. Insbe- 
sondere konnen die Nachweisfelder 5, 7 gleichfalls etwa 
0,5 um breit sein. Bei derartiger Bemessung kann ohne wei- 
teres auch das " Ausfransen" in Kauf genommen werden, das 
bei enzymatischem Nachweis der in den Nachweisfeidem 5 
anhaftenden Analyten haufig zu beobachten ist. In Um- 
fangsrichtung konnen die Nachweisfelder 5, 7 langlich sein, 
so daB sie mit einer hinreichend groBen Gesamtflache aus- 
gebildet werden konnen. Auch in Umfangrichtung werden 
die Nachweisfelder 5, 7 hinreichenden Abstand voneinander 
und von den Datenfeldern 9 aufweisen. 

Die vorstehenden MaBangaben empfehlen sich insbeson- 
dere, wenn zur Auslesung der Daten- und Nachweisfelder 
CD-Laufwerke mit einem Fleckdurchmesser des Laser- 
strahls 23 von etwa 2 um verwendet werden. 

Nachfolgend werden noch einige molekularbiologische 
oder biochemische Anwendungsbeispiele der Erfindung er- 
lautert. 

Beispiel 1 

Anwendungen 

Die Anwendungen konnen gemSB der Natur des immobi- 
lisierten Bindepartners (A), des analytspezifischen Binders, 
und der Natur seines "Liganden", d. h. des Analyten (B), 



klassifiziert werden, Als Wechselwirkungspartner werden 
bevorzugt Nukleinsauren und/oder Proteine verwendet, es 
konnen jedoch auch andere Partner von spezifischen Binde- 
paaren, wie etwa Lektine oder Zucker eingesetzt werden. 

5 Bevorzugt werden die Rezeptoren bzw. Analyte, insbe- 
sondere Proteine und Nukleinsauren, mit einer Biotingruppe 
derivatisiert, wobei die Biotingruppe dann vorteilhaft mit ei- 
nem Streptavidin-Enzymconjugat, wie etwa Meerrettichper- 
oxidase, nachgewiesen wird. Das Substrat der Enzymreak- 

to tion wird derart ausgewfihlt, daB sich an der S telle der mole- 
kularen Wechselwirkung ein intensives, dunkles Prezipitat 
bildet, das den Detektionslaser quentscht. Daneben kann der 
Nachweis auch durch direkte Derivatisierung eines Wech- 
selwirkungspartners mit einem Fluorochrom in Kombina- 

15 tion mit einem geeigneten Laser erfolgen. 

Beispiel 1.1 

Der Rezeptor (A) ist ein RNA-Aptamer, ein Peptid oder 
20 ein natiirliches oder synthetisches Effektormolekul und der 
Analyt (B) ist ein Protein, 

Die Eigenschaften eines Enzyms oder Regulationsfaktors 
bei der Genexpression werden haufig durch die Assoziation 
kleiner EfFektor- oder Ligandmolekiile moduliert Ein Bei- 
25 spiel sind Hormonrezeptoren, die nach Bindung an das Hor- 
mon in eine aktive Konformation uberfuhrt werden. Die 
Proteinfunktion kann durch Wechselwirkung eines Substra- 
tanalogons oder durch allosterische Effektoren moduliert 
werden. Um geeignete kleine Chemikalien zu identifizieren, 
30 werden Screening- Verfahren fur Liganden durchgefuhrt, 
wobei eine groBe Anzahl an verschiedenen Chemikalien un- 
tersucht wird. 

Mit dem erfindungsgemSBen Verfahren ist es mbglich, 
chemische Bibliotheken durchzutesten. Dabei wird eine 

35 Vielzahl von verschiedenen kleinen Chemikalien in einer 
definierten Ordnung auf dem MeBtrager immobilisiert, wo- 
bei das fragliche Protein unter verschiedenen Stringentbe- 
dingungen damit in Kontakt gebracht wird. Gebundenes 
Protein wird, wenn es mit einem geeigneten Fluorochrom, 

40 beispielsweise einem Latexpartikei, markiert ist, direkt 
nachgewiesen oder indirekt unter Verwendung einer Enzy- 
mamplifikationskaskade. In entsprechender Weise konnen 
groBe Bibliotheken von RNA-Aptameren oder Peptiden ge- 
screent werden, entweder isoliert oder in ein Fusionsprotein 

45 eingebunden, hinsichtlich Wechselwirkungen mit einem in 
Frage stehenden Protein. 

Beispiel 1.2 

50 Der Rezeptor (A) ist ein Protein und der Analyt (B) ist 
eine Nukleinsaure oder ein Ligant 

Proteinbibliotheken konnen hinsichtlich bestimmter Bin- 
deeigenschaften, z. B. der Wechselwirkung mit einer defi- 
nierten DNA-Sequenz gescreent werden. Vervielfaltigte 

55 MeBtrager, die definierte Bereiche von Proteinen enthalten, 
die zusammen die Produkte einer cDNA-Expressionsbiblio- 
thek darstellen, konnen mit spezifischen Liganten oder 
DNA-Bindestellen charakterisiert werden. Die angeordne- 
ten Proteine k6nnen so, wie sie in der Bibliothek sind, unbe- 

60 kannt sein und erst durch das erfindungsgemaBe Verfahren 
zugeordnet werden, Altemativ konnen Bereiche von be- 
kannten Proteinen oder Derivate eines definierten Proteins, 
wie etwa das Produkt einer zufaUigen Mutagenese, unter- 
sucht werden. 

65 

Beispiel 1.3 

Der Rezeptor (A) ist eine DNA oder RNA und der Analyt 
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(B) ist ein Protein. 

Eine groBe Anzahl von verschiedenen doppelstrangigen 
DNA-Fragmenten kann auf den Nachweisfeldern aufge- 
bracht werden. Dabei kann es sich entweder urn kleine Frag- 
mente, beispielsweise um Oligonukleotide oder urn grGBere 
DNA-Fragmente bis zu sehr groBen DNA-Abschnitten han- 
deln, die eine geordnete Bibliothek von genomischen DNA- 
Fragmenten darslellen. Die Anwendungen umfassen die sy- 
stematische Sucbe nach moglichen genomischen Bindestel- 
len fur DNA-Bindeproteine, aber auch andere DNA-Binde- 
molekiile konnen nachgewiesen werden, wie etwa Interkala- 
toren, kleine Molekule mit Bevorzugung bestimmter Se- 
quenzen, PNAs und Sequenzen, die eine TYippelhelix bil- 
den. Ebenso konnen als Rezeptormolekule in den Nach- 
weisfeldern RNA-Molekiile aufgebracht werden, wie etwa 
die TYansskripte einer cDNA-Bibliothek oder die Derivate 
einer definierten RNA, wie etwa das Produkt einer zufalli- 
gen Mutagenese. 

Beispiel 2 

Nukleinsaureuntersuchungen 

Der Rezeptor (A) ist eine einzelstrangige DNA und der 
Analyt (B) ist eine einzelstrangige DNA oder RNA. 

Beispiel 2.1 

DNA-Kartierung 

Es ist inzwischen moglich, ganze Genome zu sequenzie- 
ren und die Genome von hftheren Eukarionten, wie etwa 
Menschen, MSusen und Fliegen, werden kartiert und durch 
geordnete Klone (wie etwa Pl-Phagenklone) abgedeckt, 
wobei davon ausgegangen wird, daB die Sequenzen aller 
Genome in absehbarer Zeit erhaltlich sind. Hier konnen er- 
findungsgemaBe MeBtrager hergestellt werden, die ganze 
Genome in geordneten Arrays oder Bereichen enthalten. 
Damit ist es moglich, ein kloniertes Stuck DNA in einem 
einzigen Hybridisierungsschritt seiner genomischen Lokali- 
sierung zuzuordnen und abhangig von der Auflosung des 
Arrays (welche eine Funktion der mittleren Sequenzlange 
und der Zahl an einzelnen DNA-MolekUlen ist) sogar das 
Gen selbst zu identifizieren. Ein Beispiel einer solchen An- 
wendung sind die Pi-Arrays von Genome Systems, welche 
bisher schlecht zu screenen sind, da sie nur auf Membranen 
erhaltlich sind Ein Aufbringen dieser PI -Arrays auf den er- 
findungsgemaBen MeBtragern ermoglicht eine einfache und 
unkomplizierte Anwendung. Translokationen und andere 
genomischeUmordnungen, die haufige Ursache genetischer 
Erkrankungen sind, konnen ebenfalls auf einfache Weise 
kartiert werden, einschlieBlich Deletionen des mitochon- 
drialen Genoms. Dariiber hinaus konnen Insertionen von 
TYansgenen leicht kartiert werden, wenn die insertierte DNA 
zusammen mit einer kleinen Menge an flankierender ge- 
nomischer DNA nachgewiesen wird. 

Beispiel 2.2 

Genidentifizierung und/oder Genklonen 

Arrays oder Bereiche von diagnostischen Oligonukleoti- 
den, die alle bekannten Gene einer gegebenen Spezies dar- 
stellen, ermoglichen die direkte Identifizierung eines in 
Frage stehenden Gens. Hierzu kdnnen z. B. cDNA-Arrays 
von Klontech oder die DNA-Chips von Affimetrix, auf de- 
nen alle Hefegene aufgetragen sind, durch Obertragung auf 
die erfindungsgemaBen MeBtrager verbessert werden. 
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Beispiel 2.3 
Expressions-Profiluntersuchungen 

5 Durch Aufbringen von DNA auf erfindungsgemaBe MeB- 
trager, die alle Gene eines Organismus zeigen, kann das Ex- 
pressionsprofil untersucht werden. Auf den MeBtrager wird 
ein komplexes Gemisch von RNA aufgebracht, die den Ex- 
pressionszustand einer bestimmten Zelle darstellen oder 

to eine davon abgeleitete cDNA-Populadon. Der auf dem 
MeBtrager festgestellte Expressionszustand kann leicht mit 
dem Expressionszustand anderer Zellen verglichen werden, 
die von anderen Gewebe stammen, andere Entwicklungssta- 
dien oder andere Stoffwechselstadien darstellen. Aiternativ 

15 konnen DNA-Proberi untersucht werden, die bestimmte aus- 
gewahlte DNA-Zustande darstellen, wie etwa Zellzyklus- 
gene, SignalUbermittlerkomponenten usw. Da die erfin- 
dungsgemaBen MeBtrager liber lange Zeit gelagert werden 
konnen, konnen Expressionsprofile erstellt werden, die ar- 

20 chiviert und zu Vergleichszwecken herangezogen werden 
konnen. 

Beispiel 2.4 

25 Moiekulare Diagnose von DNA-Polymorphismen 

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann zur Diagnose von 
Ublichen und seltenen DNA-Polymorphismen verwendet 
werden, einschlieBlich der Kartierung von Mutationen in 

30 Proto-Onkogenen, die ubliche Himore hervorrufen. Ein ge- 
eigneter MeBtrager enthalt uberlagemde Oligonukleotide, 
die zusammen ein gesamtes Gen (z. B. die Wildtypsequenz) 
umfassen, zusammen mit Oligonukleotiden, die alle mSgli- 
chen oder haufig auftretende Mutationen dieser Sequenz 

35 enthalten. Das entsprechende DNA-Fragment wird von Pa- 
tienten durch PGR isoliert und an den relevanten Gen-MeB- 
trager unter Bedingungen hybridisiert, unter denen die Hy- 
bridisierung nur bei einer perfekten SequenzUbereinsdm- 
mung stattfindet. Ein Vergleich der Hybridisierung der expe- 

40 rimentellen DNA an Wildtyp- bzw. Mutantoligonukieotide 
ermoglicht es, exakt festzustellen, welche Art von Mutation 
in einer Sequenz auftritt. 

Beispiel 3 

45 

Neben den oben beschriebenen Anwendungen, bei denen 
ein einfacher Bindevorgang nachgewiesen wird, der Signale 
ergibt, die ggf. durch eine Enzymkaskade verstarkt werden 
konnen, um die Sensitivitat der Detektion zu erh6hen, kann 

50 das erfindungsgemaBe Verfahren auch in Anwendungen ver- 
wendet werden, die umfangreichere Behandlungen des 
MeBtragers erfordem, wie etwa eine PCR-Amplifizierung, 
die analog zu in situ PCR-Amplifikadonen durchgefiihrt 
wird Auf diese Weise kGnnen auch infizierende Mittel 

55 nachgewiesen werden. 

Patentanspruche 

1. Verfahren zum Nachweis von Analyten in einer 
60 MeBprobe, bei dem auf einem scheibenformigen Sub- 
strat (3) auf einer seiner Flachseiten analytspezifische 
Binder (15) in einer Vielzahl von Nachweisfeldern (5, 
7) immobilisiert werden, sodann die MeBprobe in Kon- 
takt mit den Nachweisfeldern (5, 7) gebracht wird und 
65 anschlieBend das Vorhandensein oder/und die Menge 
der nachzuweisenden Analyten (17) durch optische 
Auswertung der Nachweisfelder (5, 7) errnittelt wird, 
dadurch gekennzeichnet, dafi ein aus einem optisch 
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transparenten Material gefertigtes Substrat (3) verwen- 
det wird, dafi die Nachweisfeider (5, 7) langs minde- 
stens einer Spirallinie (27) oder/und langs einer Viel- 
zahl konzentrischer Kreislinien verteilt auf dem Sub- 
strat (3) angeordnet werden und daB nach Inkontakt- 5 
bringung der MeBprobe mit den Nachweisfeldern (5, 7) 
ein optischer Reflektor (21) der die Nachweisfeider (5, 
7) tragenden Flachseite des Substrats (3) benachbart 
angeordnet wird 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- io 
net, daB der Reflektor von einer Reflexionsschicht (21) 
gebildet wird, welche auf das Substrat (3) Uber den 
Nachweisfeldern (5, 7) aufgebracht wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Reflexionsschicht (21) aus Aluminium ge- 15 
bildet wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB der Reflektor im Abstand von dem Substrat an- 
geordnet wird. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, da- 20 
durch gekennzeichnet, daB bezogen auf die Scheiben- 
achse radial benachbarte Nachweisfeider (5, 7) mit ra- 
dialem Abstand voneinander angeordnet werden. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, da- 
durch gekennzeichnet, daB entlang der Spirallinie (27) 25 
bzw. einer Kreislinie einander benachbarte Nachweis- 
feider (5, 7) mit Abstand voneinander angeordnet wer- 
den. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, da- 
durch gekennzeichnet, daB auf der die Nachweisfeider 30 
(5, 7) tragenden Flachseite des Substrats (3) entlang der 
Spirallinie (27) bzw. mindestens einer Kreislinie zu- 
satzlich Datenfelder (9) ausgebildet werden, welche 
meBprobenbezogene oder/und nachweisfeldbezogene 
oder/und auswertungsbezogene Informationen enthal- 35 
ten. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeich- 
net, daB Nachweisfeider (5, 7) und Datenfelder (9) ab- 
wechselnd entlang der Spirallinie (27) bzw, mindestens 
einer Kreislinie angeordnet werden. 40 

9. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeich- 
net, daB Nachweisfeider und Datenfelder jeweils auf 
gesonderten Kreislinien ausgebildet werden. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 9, da- 
durch gekennzeichnet, daB zur Bildung der Datenfelder 45 
(9) Vertiefungen (11) in die die Nachweisfeider (5, 7) 
tragende Flachseite des Substrats (3) eingebracht wer- 
den und daB der Reflektor (21) so angebracht wird, daB 

er in die Vertiefungen (11) hineinreicht. 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 9, da- 50 
durch gekennzeichnet, daB zur Bildung der Datenfelder 
eine einfallendes Leselicht beeinflussende Substanz 
auf die die Nachweisfeider tragende Flachseite des 
Substrats aufgebracht wird. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 11, da- 55 
durch gekennzeichnet, daB auf der die Nachweisfeider 
(5, 7) tragenden Flachseite des Substrats (3) entlang der 
Spirallinie (27) bzw. mindestens einer Kreislinie zu- 
satzlich mindestens ein Referenzfeld ausgebildet wird, 
dessen optische Eigenschaften als Referenz bei der 60 
Auswertung der Nachweisfeider (5, 7) verwendet wer- 
den. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, da- 
durch gekennzeichnet, daB nach Inkontaktbringung der 
MeBprobe mit den Nachweisfeldern (5, 7), unterhalb 65 
des Reflektors eine Deckschicht (19) aus einem optisch 
transparenten Material auf die Nachweisfeider (5, 7) 
aufgebracht wird. 



14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB fur die Deckschicht (19) ein Material auf 
Folymerbasis verwendet wird. 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 14, da- 
durch gekennzeichnet, daB ein Substrat (3) aus Poly- 
carbonat verwendet wird. 

16. Verfahren nach einem der Ansprilche 1 bis 15, da- 
durch gekennzeichnet, daB das Substrat (3) an einem 
Herstellungsort mit den Bindem (15) versehen, ge- 
trocknet und verpackt wird und daB das so praparierte 
Substrat (3) sodann zu einem von dem Herstellungsort 
entfernten Anwendungsort gebracht wird, an dem die 
MeBprobe von einem Anwender in Kontakt mit den 
Nachweisfeldern (5, 7) gebracht wird. 

17. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, daB der Nachweis 
der Analyten durch eine Detektion einer Anderung der 
optischen Eigenschaften der Nachweisfeider erfoigt 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die optische Anderung der Nachweisfei- 
der durch Isotope, Enzyme, Fluorochrome, Farbstoffe, 
Metallkolloide oder/und Beads herbeigefUhrt wird. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB Latex-Beads, Kunststoff-Beads, Glas- 
Beads oder/und Metall-Beads verwendet werden. 

20. MeBtrager zum Nachweis von Analyten in einer 
MeBprobe, insbesondere zur Durchfuhrung des Verfah- 
rens nach einem der Anspriiche 1 bis 1 9, gekennzeich- 
net durch ein scheibenf6rmiges, aus einem optisch 
transparenten Material gefertigtes Substrat (3), auf dem 
auf einer seiner Rachseiten analytspezifische Binder 
(15) in einer Vielzahl von Nachweisfeldern (5, 7) im- 
mobilisiert sind, wobei die Nachweisfeider (5, 7) langs 
mindestens einer Spirallinie (27) oder/und einer Viel- 
zahl konzentrischer Kreislinien verteilt auf dem Sub- 
strat (3) angeordnet sind. 

21. MeBtrager nach Anspruch 20, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB iiber den Nachweisfeldern (5, 7) eine 
nach Inkontaktbringung der MeBprobe mit den Nach- 
weisfeldern (5, 7) flachig auf das Substrat (3) aufge- 
brachte Reflexionsschicht (21) angeordnet ist 

22. MeBtrager nach Anspruch 21, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB auf der Reflexionsschicht (21) eine 
Schutzschicht (25) flachig aufgebracht ist. 

23. MeBtrager nach Anspruch 22, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Schutzschicht (25) aus einem Mate- 
rial auf Acrylbasis gefertigt ist. 

24. MeBtrager nach Anspruch 20 bis 23, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB er als Handelseinheit verpackt ist. 

25. MeBtra'ger nach Anspruch 24, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB er getrocknet verpackt ist 

26. Verfahren zum Nachweis von Analyten in einer 
MeBprobe, bei dem auf einem scheibenformigen Sub- 
strat auf mindestens einer seiner Rachseiten analytspe- 
zifische Binder in einer Vielzahl von Nachweisfeldern 
immobilisiert werden, sodann die MeBprobe in Kon- 
takt mit den Nachweisfeldern gebracht wird und an- 
schlieBend das Vorhandensein oder/und die Menge der 
nachzuweisenden Analyten durch Auswertung der 
Nachweisfeider ermittelt wird, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Nachweisfeider magnetisch ausgewertet 
werden und hierzu Binder oder die nachzuweisenden 
Analyten mit magnetischen oder/und magnetisierbaren 
Markem markiert werden und daB die Nachweisfeider 
langs einer Vielzahl konzentrischer Kreislinien oder/ 
und langs mindestens einer Spirallinie verteilt auf dem 
Substrat angeordnet werden, gewiinschtenfalls in Ver- 
bindung mit weiteren Merkmalen mindestens einer der 
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Anspriiche 1 bis 25. 

27. Verfahrcn nach Anspruch 26, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB nach Inkontaktbringung der MeBprobe 
mit den Nachweisfeldem eine Fixierschicht auf die 
Nachweisfelder aufgebracht wind. S 

28. Verfahrcn nach Anspruch 27, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Fixierschicht flachig auf jede Nach- 
weisfelder tragende Flachseite des Substrats aufge- 
bracht wird. 

29. Verfahrcn nach Anspruch 28 oder 29, dadurch ge- 10 
kennzeichnet, daB fur die Fixierschicht ein Material auf 
Polymerbasis verwendet wird. 

30. Verfahrcn nach einem der Anspriiche 26 bis 29, 
dadurch gekennzeichnet, daB vor der Ausbildung der 
Nachweisfelder oder nach Inkontaktbringung der MeB- 15 
probe mit den Nachweisfeldem eine magnetische oder/ 
und magnetisierbare Partikel enthaltende Magnet- 
schicht flachig auf jede Nachweisfelder tragende 
Flachseite des Substrats aufgebracht wird. 

31. Testkit zur Durchfuhrung des Verfahrens nach ei- 20 
nem der Anspriiche 1 bis 19 und 26 bis 30, umfassend 

a) einen mit immobilisierten Bindem (15) vorbe- 
reiteten MeBtrager (3), 

b) Reagenzien zur Durchfuhrung des Nachweis- 
verfahrens, insbesondere optisch oder/und ma- 25 
gnetisch detektierbare Nachweisreagenzien, und 

c) ggf, Wasch- oder/und Pufferlosungen. 

32. Testkit nach Anpruch 31, dadurch gekennzeichnet, 
daB der MeBtrager (3) in getrockneter Form vorliegt. 

33. Verwendung eines MeBtragers nach einem der An- 30 
spriiche 20 bis 25 in einem Immunoassay oder/und Nu- 
kleinsaurchybridisierungsassay oder/und Lektin-Zuk- 
ker- Assay oder/und Protein-Nukleinsaureassay. 
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